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論文内容の要旨
肝ミクロゾーム膜のNADH ーチトクローム払還元酵素(以下fpl)はすでにリソゾームのプロテア
ーゼ作用を利用して可溶化、精製されてその物理化学的性質は詳しく研究されている。しかしこれら
の標品はプロテアーゼを用いた結果、活性断片をとり白している可能性が多分に考えられる。膜の電
子伝達系の機能を研究する上で先ずこの点に検討を加える必要があるので、我々はペプチド結合の切
断の起らない条件下で(すなわち界面活性剤を用いて) fpl を可溶化、精製するニとを試みた。ウサ
ギ肝ミクロゾームから fPl を Triton X -100 及びデオキシコール酸で可溶化し、 Triton X -100存在
下で約30倍精製した。このようにして得られた標品を“detergent fpl" と呼ぶことにし、従来リソゾ
ーム処理によって得られている標品(“lysosome fPl ")と区別する。こうして得た detergent fPl 標
品はまだかなりのリン脂質を含み、又、 P-400 ,P -420 を爽雑しているが、チトロクローム払 及
びNADPH ーチトロクロームC_還元酵素からは完全に分離されている。この標品をデオキシコール
酸の存在下で Sephadex ゲル炉過し、見掛けの分子量を求めると 45， 000の値が得られた。一方この標
品をリソゾーム又はカテプシンD 処理してからゲル炉過をむこなうと還元酵素活性は分子量27， 000に
相当する位置に溶出する。 lysosome fPl の分子量は28， 000と測定されているから、リソゾーム或い
はカテプシンD は detergent fpl の lysosome fpl への転換をひき起したものと思われる。 detergent
fPl は界面活性剤法で、精製したチトロクローム b5 (“detergent 65 " , na tive な分子と考えられている)
とも、 トリプシン可溶化法で精製したチトロクローム 65 (“ trypsin 65" ，部分的に分解をうけた分子と
考えられている)とも相互作用を行い、 NADH-チトロクローム c 還元酵素系を形成することが出
来る。しかしこの場合 detergent b5 との反応性の方が trypsin 65 とのそれより、はるかに効率が高
い。この、 detergent 65 との高能率の反応性は detergent fpl をリソゾーム、カテプシンD 、又は
トリプシンで処理することにより失われる。しかしこのらの処理後も trypsin 65 との反応性は変化
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しない。以上の結果から従来精製されている fPl 標品(lysosome fpl) は機能的に不完全であると結論
出来る。次に、 トリプシンによる detergent fpl の 1ysosome fPl への変換過程にわける SDS ゲル
電気泳動のパターンの変化を detergent bs に対する反応性の低下と比較することにより detergent
fpl の真の分子量を43， 000~45， 000 と推定出来た。 Detergent fPl と疎水性部分をもっ detergent .Qs 
との高能率の反応性には両者の疎水性蛋白部分が関与していると推定されるが、実際に、 detergent
fpl標品に疎水域探索試薬8-アニリノー 1 ーナフタレンスルホン酸 (AN S) を加えると蛍光極大の
青色移動と共に蛍光の著しい増加が観察された。従って detergent fpl 標品に疎水部分が存在するこ
とは明らかである。しかもトリピシン処理による detergent bs との反応性の低下と平行してANS
の蛍光も減少する。以上の事実から、従来精製されている fpl 標品(lysosome fpl) は機能的に不完
全であり、ミクロゾーム膜の native な fpl は分子量43， 000~45， 000の、疎水性部分をもった蛋白であ
ること、及びその疎水域が detergent bs との反応に関与していると結論することができる。
論文の審査結果の要旨
肝ミクロゾーム膜のフラビン酵素NADH ーチトクローム払還元酵素(以下fPl と略記)はリソゾー
ムのプロテアーゼによって可溶化され高度に精製されている。しかし、このようにして得られた fpl
標品(これを勺ysosome fp/' あるいは“1- fp/' とよぷ) は本来の fpl 分子がプロテアーゼによって部
分的に切断されて生じた断片である可能性が大きしユ。三原君はこの可能性を実験的に検証する目的で、
ウサギ肝ミクロゾームから fPl をペプチド結合の切断をむこさない手段で可溶化・精製することを試
み、界面活性剤がこの酵素を有効に可溶化しうることを見出した。そして、このようにして可溶化さ
れた fPl を約30倍に精製することができた。この標品を“detergent fpl" あるいは“d-fpl" とよぶo
d-fpl 標品はまだかなりのリン脂質を含み、決して均-のものとはいえないが、チトクローム払は
含んで、いなしミ。三原君はこのd-fpl 標品と従来から得られている 1-fpl 標品を比較したところ、
d一一 fpl は 1-fpl にくらべて本来のチトクローム bs 分子(界面活性剤によって可溶化精製されたもので、
“d-bs " とよばれる)との反応性がはるかに高いことを見出した。またこの d-bs に対する高い反応性
は d-fpl をリソゾーム、カテプシンD 、 トリプシンなどで処理すると消失し、 1-fpl と等しい低い
効率のものに転換することを見出した。プロテアーゼによる dー fpl の l 一一 fpl の転換には疎水蛋白質
部分の破壊が伴うことが疎水域探索試薬8-アニリノ-1 ーナフタリンスルホン酸を用いる実験から推
定された。さらに d-fpl のトリプシンによる 1-fpl への転換過程にわける d-bs との反応性の低下
を SDS 存在下のゲル電気泳動パターンの変化と対応させることによって、 d-fpl の真の分子量は、
43, 000~45， 000であり、これが 1-fpl に転換すると分子量は約28， 000に低下することが明らかとなっ
た。以上の結果から、 fpl の本来の分子は分子量43， 000~45， 000の疎水性部分をもっタンパク質であ
り、その疎水性部分がd-bs との効率の高い反応性に関与していることを推定することができた。ま
従来から精製されている fPl 標品(l-fpl) はこの疎水性部分がプロテアーゼによって破壊された
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ものであって、機能的に不完全な分子であると考えられる。
以上のように、三原君の業績は生体膜に結合している酵素タンパク質の精製法ならびに性質につい
て従来見過されていた陥井を指摘したばかりでなく、膜上での fpl の反応性について重要な知見を提
供したものであり、理学博士の学位論文として十分価値があると判断される。
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